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論 文 内 容 要 旨
1.緒 言
植物病原細菌では、一 塾塑efaciensのTiプラス ミ ドな ど、
プ ラスミ ドが病原性の発現 に重要な役割 を果 た している例 が いくつか知 られ
ている。 このため、 プラ スミ ドの発見 されて いなかった植物 病原 糸状菌 にお
いても、病原性 にプ ラス ミドが関与 して いるので はないか と考え られて いた。
この ような中、最近 にな って い くっ かの植物病原 糸状菌 か らプ ラス ミ ドが発
見されたため、 これ らが注 目され るよう にな った。 これ まで に発 見され てい
る植物病 原糸状 菌のプラ ス ミ ドは、 いずれ も2～10kb程 度の長 さの線状
DNA分 子で、 これ らは ミ トコン ドリア に内在 して いる と考 え られ ている。
一般 に、 線状 のDNA分 子 は複製 に必要 とされ る特別 な構造 を末端 部 に有
す ることが知 られて いる。 このため、線 状プ ラス ミ ドの解析 では末端構 造の
解 明が重要視 されて いる。 これ まで に知 られ ている線状 プラ スミ ドのほ とん
どは、DNA鎖 の5'末 端 にタンパ ク質 を結合 してお り、 これ らの末端 タン
パ ク質はDNA複 製 のための プライ マー として働 くもの と考 え られて いる。
一方、線状 プラ スミ ドの 機能や役割 につ いては今 の ところほ とん ど知 見が得
られて いない。 真核 生物 では、 乳糖資 化性酵 母 麺 膿slactis
のpGKLプラス ミ ドが宿主 のキラー形質 を支配 して いる ことが明 らか にされ
たの が唯 一の報告例で ある。 植物病 原糸状菌 にお いては 、Rhizoctonia
solaniの菌糸融合群やFusariumq蟹遡 の分化型 と、 それ らが保持
して いるプラス ミ ドとの 間に相関が認 め られて いる。菌糸融合群や分化型 は、
いず れも同一種 に属す る宿 主範囲の異な る種 内群 であるため、 これ らのプラ
スミ ドは病原菌 の宿 主特 異性 となん らか の関係 があるの ではないか と考え ら
れて いる。 しか しなが ら、 宿 主特異性 にお け るプ ラスミ ドの役割 は明 らかに
さ;れていな いQ
本研究は、E.辿 鯉 菌 のプ ラス ミ ドにつ いて、その性状 を明 らか に し、
機能 を解 明す るための基礎資料 を得 るこ とを 目的 として、旦.鎚旭垂RI-64
菌株 より発見され た線状 プラ スミ ド、pRS64に ついて構造 な らび に複製
機構 の解析 を行 なった。
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2.pRS64の 制 限酵素地 図の作 成
pRS64(2・7kb)を 昼遡HIに よ って 切 断 し、 ア ガ ロ ー ス ・ゲ ル電 気 泳 動
によ り解 析 した結 果 、2.7、2.0、1.4、1.3、お よび0.7kbの5本 の バ ン ド
が検 出 さ れ た(Fig.1)。この 結 果 は、pRS64がBamHIに よ って1.4kb
と1・3kbと に切 断 され る分 子、2.Okbと0.7kbと に切 断 され る分 子 、
お よ び 典姻1に よ つて 切 断 され な い分 子、 の3種 類 か らな る こ とを示 し
て い る。 そ こ で、 これ らをpRS64一 ユ、pRS64…2、 お よび
pRS64-3と そ れぞ れ 命 名 し、 他 の 制限 酵 素 によ る切 断 も行 な っ て、 こ
れ らの 制 限 酵 素 地 図 を作 成 した(Fig.2),,
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Fig.1.ElectrophoreticanalysisofBamHIfragmentsofpRS64DNAs.
TheDNAsKeredigestedwithBamHIandsubjectedtoO.7%agarosegel
electrophoresis.Lane1,sizeI皿arkers,、 麺d111fragmentsofbacterio-
phageλD聾A;1ane2,BamHlfragmentsofpRS64DNAs.Thenu皿bersat
therightindicatethesize(kb)ofBamHIfragmentsofpRS64DNAs
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Fig.2.Restriction皿apsofpRS64DNAs.旦 ヱニ旦1,迦1,and旦 工.旦dmsites
outsidethehomologousregionsarenotmapped.OneDralsiteis
presentintheright-handhomologousregion,butitnotshown
3.pRS64の 末端 部共通 配列の解析
pRS64の 制限 酵素地 図を作 成 した結果、3種 類の プラ スミ ドの地 図は
中央 部ではそれぞれ 異な って いたが、 両末端部 にはきわ めて共通性 の高い部
位(以 下 共通領域)が 存在 した(Fig・2)。これ ら共通 領域 間の相同性 牽検 討す
るため、 左右それぞ れの共通 領域 を含む2つ のクローン化DNA断 片 をプロ
ーブ としてサザ ン ・プ ロヅ ト ・ハイ ブ リダイゼ ーシ ョンを行な った。 その結
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果、右側 のプ ローブ(probe1)を用 いた場 合 には3種 類のプ ラス ミ ドの右側 の
断片 のみ と、左側 のプ ローブ(probe2)を用 いた場合 には左側 の各断 片のみ
とハ イブ リダィズした。 以上の結果 か ら、同 じ側 の共通領域 間 に相 同性 の あ
るこ とが判 明 した。(Fig.3)。
さ らに、3種 類の プラ スミ ドにつ いて、共 通領域 の一部を シークエ ンヌし
た結 果、 共通領域 内 には、 ほぼ完全 に相 同な配列の存在 する ことが明 らか と
なった(Fig.4)。
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Fig.3.ASouthernblothybridizationanalysisofpRS64DNAs.DNA
samplesweredigestedwith血 旦1,MluI,Pvull,analyzedbyagarosegel
electrophoresis,andhybridizedwithprobe1(lanes1-3)orprobe2
(lanes4-6).TheseprobesareclonedfragmentsofpRS64-2shownin
B.Lanes1,and4,pRS64DNAsdigestedwith血 旦1;1anes2,and5,
pRS64DNAsdigestedxithMluI;lanes3,and6,pRS64DNAsdigested
withPvull.BPartialrestrictionmapsofpRS64DNAsandlocation
oftheProbes,pRS64-1D醤Ahasonecleavagesitewith血 王,pRS64-2
DNAhasonecleavagesiteofMlul,andpRS64-3DNAhasonecleavage
siteofPvuII.Thefilledboxesshowtheregionhomologoustoeach
probe
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CTCGAGIACTTTTTTGAGCTTTTGGAAGCCAAAGCGTCGCCAGTTTTTTTCACAAAAACCG
CTCGAGWCTTTTTTGAGCTTTTGGAAGCCAAAGCGTCGCCAGTTTTTTTCACAAAAACCG
CTCGAGACTTTTTTGAGCTTTTGGAAGCCAAAGCGTCGCCAGTTTTTTTCACAAAAACCG
DraI
AAAAAAAAATACTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAACTGGCTTTTTCTGCGAAGCTCTGC
AAAA㎜ATACTTTTTTT田TTTTTT「rTTACTGGCTTTTTCTGCGAAGCTCTGC
AAAAAAAAATAcTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAAcTGGcTTTTTcTGcGAAGCTcTGc
**
.・κんolεboRV
RlCTCGAG.GGAAATAAAATTTTGA?CTCTCCCGTTGAGAGATCAAA?CTTCTTTAA八GATT
R20TcGAGGGAAATAAAATTTTGATcTcTcccGTcGAGAGATcAAATc㌍TcTrrTAAATA
R3TcGAGGGAAATAAAATTTTGATcTcTcccGTcGAGAGATcAAATcTTcTrrTAA」ATA
**
月'ηdl冊
ACGGGGGCGCTGGGGCCCCCTCCACAAGGGCAGCCCAAGGCTTCCCAGAGTGAAGAGCAT
GGGGCGCTGGGGCCCCCTCAACAAGGGCAGCCCへAGCTT二CCAGAGTGAAGAGCAT
」GGGGCGCTGGGGCCCCCTCAACAAGGGCAGCCC,AGCTTCCAGAGTGAAGAGCAT
***
Fig.4.NucleotidesequencesaroundtheXhol-Dral-Hindlllregion(L1-
L3)andXhol-EcoRV-HindIIIregion(R1-R3)ofpRS64DNAs.Partial
restrictionmapsofthecorrespondingregionsofpRS64DNAsareshown
abovethesequence.Thearrowsindicatethedirectionsofseguencing.
Differencesinthethreesequencesareindicatedbytheasterisks.
TherecognitionsequensesofDral,EcoRV,Hindl[1,andXholareboxed
4.pRS64の 末端構 造の解析
pRS64の 末端 構 造 を明 らか にす る ため 、 エ ク'ノヌ ク レエ ースII1(D
NAを3'末 端 よ り分解 す る)お よび λエ ク ソ ヌ ク レエ ース.(DNAを5'
末端 よ り分解 す る)処 理 に.よる解析 を 行 な っ た。 そ の結 果、 本 プ ラ ス ミ ドは
両 エ クソ ヌ ク レエ ー スに 耐性 で あ る こ と が判 明 し、DN・A鎖 の3'、5'両
末端 は、 な ん らかの 構 造 に よっ て ブ ロ ッ ク され て い る こ とが示 され た(Fig.
5)。 一26一
アルカ リ ・ア ガローズ ・ゲル電気泳動 によ りpRS64の 末端構造 につ い
てさ らに解析 した結果、本 プラス ミ ドの末端 断片 はいずれ も、 アルカ リ変性
状態 で2倍 の長 さになる ことが判 明 した(Fig.6)。
これ らの結果 か ら、pRS64は2本 鎖DNAめ5'末 端 と3'末 端がっ
なが ったヘアピ ン ・ル ープ構造 を両末端 部 にもつ ことが明 らか とな った。
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Fig.5.AgarosegelelectrophoresisofpRS64DNAsandnuclearDNAs
treatedwithexonucleases.DNAsamplescontainingpRS64plasmidand
nuclearDNAsweretreatedwithexonucleaseIII(1anes2-7)orλ 一
exonuclease(lanes9-14)forOmin(lanes2,9),2min(lanes3,10),
5min(1anes4,11),10min(1anes5,12),20皿in(1anes6,13),or
40min.(lanes7,14)at37ｰC.Lanesland8aresizemarkers
5乙pRS64-2のDNA塩 基配 列の解析
pRS64-2の クロ ーン化DNA断 片 にっ い て塩 基 配 列 の決 定 を行 な い、
全 長 約2.7kbの う ち、 両末 端 部 近 傍 を除 く2387ヌ ク レオ チ ドの配 列 を決
定 した。 さ らに、 本 配 列 につ い てopenreadingframe(ORF)の解 析 を行
な っ た。 本ORF解 析 で は、pRS64が ミ トコ ン ドリア 内 在性 で あ る こ と
か ら、 糸 状 菌 ミ トコ ン ドリア の コ ドン使 用 に よ り、 停 止 コ ドンTGAを ト
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リプ トプ ア ンの コ ドン と して 用 いた。 そ の 結 果、4つ の小 さなORFの 存
在 を:認め た(Fig.7)。
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Fig.7.Locationofopenreadingframes(ORFs)predictedfromnucleo-
tidesequenceofpRS64-2.ORFsandtheirdirectionsarerepresented
bythearrows.TheTGAcolonwasusedastryptophan.Theregionof
2387bywasseguenced.
6.pRS64の 二 量 体 の 検 出
本 実 験 に用 い た 田 一64菌 株 の 菌 体DNAに つ いて 、pRS64を プ ロ
ーブ と して サ ザ ン ・プ ロ ヅ ト ・ハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 な っ た結 果 、
pRS64の 二量 体 と思 わ れ る5.4kbの バ ン ドが検 出 され た(Fig.8A)。
この5.4kbDNAを ア ガ ロ ース ・ゲ ル よ り精 製 し、Fig.3の実 験 と同様
にprobe1とprobe2を 用 いて サ ザ ン ・プ ロ ッ ト ・ハ イブ リダ イゼ ー シ ョ
ンを 行 な った。 そ の 結 果 、 い ずれ の プ ロ ーブ を 用 いた場 合 も、5.4kbDNA
はpRS64-1の み を切 断 す るK腿1に よ って 完 全 に 切 断 され たが(Fig.8
Blanes3,7)、pRS64-2の み を切 断 す る 殴U.1によ っ て は切 断 され な
か っ た(Fig.8Blanes5,9)。ま た 、塾遡1切 断 の結 果、probe1を 用 い た場
合 に は1.8kbと0。9kbの バ ン ドが検 出 され(Fig.8Blane3)、probe2
を 用 いた場 合 に は3。6kbと1.8kbの バ ン ドが検 出 され た(Fig.8Blane
7)。
以 上の 結 果、5.4kbDNAはpRS64-1に 由来 す る2種 類 の 二 量
体 、head-to-headdi血erとtai1-to-taildimer(Fig.9)からな り、probe
1と ハ イ ブ リダ イ ズ した1.8kbと0,9kbの バ ン ドは そ れぞ れtail-
to-taildimer'の中央 部断 片.とhead-to-beaddimerの両 末 端 部断 片 に、
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probe2と ハ イ ブ リ ダ ィ ズ し た3.6kbと1.8kbの バ ン ドは 、 そ れ ぞ れ
head・一to・一headdimerの中 央 部 断 片 とtail-to-taildimer『の 両 末 端 部 断 片 に
相 当 す る こ と が 判 明 し た,,
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Fig.8.DetectionofdimericformDNAintotalDNAofRI-64mycelia.
ASouthernhybridizationanalysisoftotalDNAfrommyceliaofRI-64
isolateprobedwithlabeledpRS64DNAs(mixtureofpRS64-1,2,and3).
Thearrowindicatesadieter-sizeDNA.BSouthernhybridization
analysisofdimer-sizeDNA.TheDNAsamplesweredigestedwith塩 ≧旦1,
M!ul,analyzedbyagarosegelelectrophoresis,andhybridizedwith
probe1(lanes1-3)orprobe2(lanes4-6).Theseprobesarecloned
fragmentsofpRS64-2showninC.Lane1,undigesteddimer-sizeDNA;
lane2,pRS64DNAs(mixtureofpRS64-1,一2,and-3)digestedwith
堕 旦1;lane3,di皿er-sizeDNAdigestedwith血 旦1;lane4,pRS64D醤As
digestedwithMlul,lane5,dieter-sizeDNAdigestedwithMlul;lane
6,pRS64DNAsdigestedvith均 巨旦1;1ane7,dilner-sizeDNAdigested
withK王L旦1;1ane8,pRS64DNAsdigestedwith}41ul,lane9,di皿er-
sizeDNAdigestedwithMlul.CPartialrestrictionmapsofpRS64
DNAsandlocationoftheprobes.pRS64-1DNAhasonecleavagesite
withKI≧旦エandpRS64-2DNAhasonecleavagesiteof瓢luI.Thefilled
boxesshoaltheregionhomologoustoeachprobe
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Fig.9.ThestructuresoftwotypesofdimericformofpRS64-1DNA
wereelucidatedonthebasisoftheresultsshowninFig.8.A
StructureofpRS64DNA.BStructureoftail-to-taildimericform
DNA.CStructureofhead-to-headdi皿ericfor田DNA.Regions
homologoustotheprobesusedinFig.8areindicated
7.考 察
本研究結果 により、pRS64は 長さの等 しい3種 類 のプ ラス ミ ドか らな
り、両末端部 にヘア ピン ・ル ープ構造 を持つ ことが判 明 した。 また、 本 プ
ラス ミ ドを保持 して いるRI-64菌株 の菌体DNA中 には、 複製 中間体 と考
え られ る二量体 の存在が認 め られ た。 これ らの こ とか ら、 本プ ラス ミ ドは
これ まで知 られ ていた5'末 端 にタ ンパ ク質 を結合 した プラス ミ ドとは明 ら
か に異な り、 それ らとは別の複製機構 を持 つもの と考え られ た。 そ こで、
pRS64の 末端ル ープ構造 や末端部共通配列の存在、 および2種 類 の二量:
体の構造か ら、 ワクシニア ・ウイル スで考 え られ ているセ ルフ ・プライ ミン
グの機構 に基づ いて、 本 プラ スミ ドの複 製モデルを作 成 した(Fig.10)。
本 モデ ルによる複製の過程 は以下 の通 りである。(Dル ープ基部の共通配列
内 に存在 する と考え られ る認 識部位 へのニ ッキ ングによ りフ リーの3㌧OH末
端 が生成 され る。(2)ほどけたル ープを鋳型 に して新 たなヘア ピン ・ル ープが
形成 され る。(3)新生 ヘアピン ・ル ープの3㌧OH末 端をプ ライマ ーと して 自
己のDNA鎖 を鋳型 に相補鎖 を形成す る。 ここで、 複製の開始 が双 方の末端
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か ら同時 に起 こる場合 は、 直接2分 子の プラ スミ ドが形 成されるが(Fig.10
右)、も しどち らか一 方の末端 か ら複 製が開始 され る場合 には、 いったん 二量
体 が形成 され、 これ がプ ロセ ッシングを受 け ることによって2分 子 に分離 さ
れ る(Fig.10中央、 左)。本 モデルの複製 中間体 の構造は、 先 の2種 類の 二量
体 の構造 と完全 に一致す る。
以上 のよ うに、本研 究ではpRS64の 構造 を解 明 し、 さ らにその複製機
構 を解析 した。
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審 査 結 果 の 内 容
本論文 は,植 物病原糸状菌Rhizoctonlasolanlより発見 された線 状 プラス ミド,pRS64の性状解
析 を行 った もので ある。pRS64を制限酵素に よ り切断 し解析 した結果,長 さの等 しい3種 か らな
ることが判明 した。 これ らをpRS64-1,pRS64-2,およびpRS64-3とそれぞれ命名 し,制
限酵素地 図を作成 した。 サザ ン ・プロ ット ・ハイブ リダイゼーシ ョンおよび シークエ ンスに よる
解析 の結果,3種 類のプラス ミ ドは両末端 部にほぼ完全 に相 同な配列を共有 してい ることが 明 ら
か となった。
末端構造を 明らかにするため,エ クソヌク レエース処理 お よびアル カ リ ・アガロース ・ゲル電
気泳動 に よる解析 を行 った。そ の結果,pRS64は2本鎖DNAの5'末 端 と3'末端がつなが ったヘ
アピン ・ループ構造を両末端部に もつ ことが明 らか とな った。
pRS64-2のク ローン化DNA断 片について塩基配列の決定を行い,全 長約2,7kbのうち,両 末
端部近傍 を除 く2387ヌク レオ チ ドの配列 を決 定 した。 本配 列 には4つ の小 さなopenreading
frame(ORF)の存在が認め られた。pRS64を保持 してい るRI-64菌株 の菌体DNAに つ いて,
pRS64をフ.ロー プ としてサザ ン ・プロ ッ ト・ハイ ブ リダイゼーシ ョンを行 った結果,本 フ.ラス ミ
ドの二量体 と思われ る5.4kbのバ ソ ドが検 出された。 この5.4kbDNAにつ いて構 造解析 を行 っ
た結果,pRS64-1に由来す る2種 類 の二 量体,head-to-headdimerとtail-to-taildimerか
らなる ことが判明 した。pRS64の末端ループ構造,末 端部共 通配列,お よび2種 類 の二:量体 の構
造か ら,本 プラス ミ ドの複製モデルを作成 した。
以上 の ように本研究では,pRS64は長 さの等 しい3種 類の プラス ミドか らな り,両 末端にヘ ア
ピン ・ループ構造を持つ ことを明 らかに した。 さらにその特異的 な構造に基づいて複製機構 を推
定 した。 これ らの知見は,今 後,植 物病原 糸状菌の病原性 を含む性質の解析に大 き く貢献す るも
の と考 え られ る。 よって審査員一 同は,本 論文提出者 に農学博士 の学位を授与す ることを認定 し
た。
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